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(54)【発明の名称】 ヘパラナーゼ蛋白質ファミリーの１種、ヘパラナーゼ－２

(57)【要約】
ヘパラナーゼ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチド
ならびに組換え技術によってこのようなポリペプチドを
産生する方法を開示する。診断アッセイにおいてヘパラ
ナーゼ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチドを利用
する方法もまた開示する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）配列番号１の配列を含むポリヌクレオチドによってコ

ードされた単離ポリペプチド、

（ｂ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％同一性を有するポリペ

プチド配列を含む単離ポリペプチド、

（ｃ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％同一性を有する単離ポ

リペプチド配列、

（ｄ）配列番号２のポリペプチド配列、および

（ｅ）（ａ）から（ｄ）のこのようなポリペプチドの断片および変種から成る群

の１つから選択された単離ポリペプチド。

    【請求項２】  配列番号２のポリペプチド配列を含む請求項１に記載の単離

ポリペプチド。

    【請求項３】  配列番号２のポリペプチド配列である請求項１に記載の単離

ポリペプチド。

    【請求項４】  （ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列と少なくとも９５

％同一性を有するポリヌクレオチド配列を含む単離ポリヌクレオチド、

（ｂ）配列番号１のポリヌクレオチドと少なくとも９５％同一性を有する単離ポ

リヌクレオチド、

（ｃ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％同一性を有するポリペ

プチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を含む単離ポリヌクレオチド、

（ｄ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％同一性を有するポリペ

プチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を有する単離ポリヌクレオチド、

（ｅ）厳密なハイブリダイゼーション条件下で配列番号１の配列または少なくと

も１５ヌクレオチドを有するその断片を有する標識プローブでライブラリをスク

リーニングすることによって得られた少なくとも１００ヌクレオチドのヌクレオ

チド配列を有する単離ポリヌクレオチド、

（ｆ）（ａ）から（ｅ）のポリヌクレオチドのＲＮＡ等価物であるポリヌクレオ

チド、

または、前記単離ポリヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチド配列、
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および前記ポリヌクレオチドの変種もしくは断片であるか、または前記ポリヌク

レオチドとその全長にわたって相補的であるポリヌクレオチドから成る群の１つ

から選択された単離ポリヌクレオチド。

    【請求項５】  （ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列を含む単離ポリヌ

クレオチド、

（ｂ）配列番号１の単離ポリヌクレオチド、

（ｃ）配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含む単離

ポリヌクレオチド、および

（ｄ）配列番号２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチドから成る群

から選択された請求項４に記載の単離ポリヌクレオチド。

    【請求項６】  前記発現ベクターが適合宿主細胞中に存在するとき、請求項

１のポリペプチドを産生することができるポリヌクレオチドを含む発現系。

    【請求項７】  請求項６に記載の発現ベクターまたは請求項１に記載のポリ

ペプチドを発現するその膜を含む組換え宿主細胞。

    【請求項８】  前記ポリペプチドを産生するのに十分な条件下で、請求項７

に記載の宿主細胞を培養し、前記培養培地から前記ポリペプチドを回収する段階

を含む請求項１に記載のポリペプチド産生方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンＦｃ領域と請求項１に記載のいずれか１つの

ポリペプチドとから成る融合蛋白質。

    【請求項１０】  請求項１から３のいずれか一項に記載のポリペプチドに免

疫特異的な抗体。

    【請求項１１】  請求項１に記載のポリペプチドの機能または濃度を刺激ま

たは阻害する化合物を同定するためのスクリーニング方法であって、

（ａ）候補化合物と前記ポリペプチド（または前記ポリペプチドを発現する細胞

もしくは膜）またはその融合蛋白質との結合を、前記候補化合物と直接的または

間接的に関連した標識によって、定量的または定性的に決定または検出すること

、

（ｂ）標識競合剤の存在下で、候補化合物と前記ポリペプチド（または前記ポリ

ペプチドを発現する細胞もしくは膜）またはその融合蛋白質との結合の競合を決
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定すること、

（ｃ）前記候補化合物がポリペプチドの活性化または阻害によって発生する信号

を引き起こすかどうかを、前記ポリペプチドを発現する細胞または細胞膜に適し

た検出系を使用して試験すること、

（ｄ）候補化合物と請求項１に記載のポリペプチドを含む溶液とを混合して、混

合物を形成し、前記混合物中の前記ポリペプチドの活性を決定し、前記混合物の

活性を候補化合物を含まない対照混合物と比較すること、または

（ｅ）たとえば、ＥＬＩＳＡアッセイを使用して、前記ポリペプチドをコードす

るｍＲＮＡまたは前記ポリペプチドの細胞中での産生に対する候補化合物の影響

を検出すること、および

（ｆ）生物工学的または化学的標準方法に従って前記化合物を産生することから

成る群から選択された方法を含む方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、以後時々「ヘパラナーゼ－２」と称する新規に同定されたポリペプ

チドおよびこのようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、診断と、治

療に潜在的に有用なアゴニスト、アンタゴニストとなることが可能な化合物の同

定とにおけるその使用、ならびにこのようなポリペプチドおよびポリヌクレオチ

ドの産生に関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  創薬プロセスは、近年「遺伝子特記解析（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ  ｇｅｎｏｍ

ｉｃｓ）」、すなわちゲノムまたは遺伝子をベースとした高スループットの生物

学を含むように根本的な革新が行われつつある。治療目標としての遺伝子および

遺伝子産物を同定する手段としてのこの手法は、「ポジショナルクローニング」

をベースとした以前の手法に急速に取って代わりつつある。生物学的機能または

遺伝的疾患である表現型を同定し、次いでそれをたどって遺伝子地図の位置に基

づいて原因となる遺伝子を突き止めることになる。

      【０００３】

  遺伝子特記解析は、高スループットのＤＮＡ配列決定技術および現在利用可能

な多くの分子生物学データベースから関心の持たれる遺伝子配列を同定する様々

な生物情報科学（バイオインフォマティックス）手段に大きく依存している。創

薬の目標としてさらなる遺伝子およびそれに関係するポリペプチド／蛋白質を同

定し、特徴付けることが引き続き必要とされている。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明は、ヘパラナーゼ－２、特にヘパラナーゼ－２ポリペプチドおよびヘパ

ラナーゼ－２ポリヌクレオチド、組換え物質およびその産生方法に関する。この

ようなポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、それだけには限らないが、自己

免疫疾患、血液凝固障害、癌、糖尿病、虚血、敗血症および発作（卒中）、心臓
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血管疾患、血栓症を含めた各種の疾患（以後「本発明の疾患」と称する）の治療

方法に関連して興味が持たれる。他の態様では、本発明は、本発明によって提供

される物質を使用してアゴニストおよびアンタゴニスト（たとえば、阻害剤）を

同定する方法、およびヘパラナーゼ－２の不均衡に関連する状態を同定した化合

物によって治療する方法に関する。さらに他の態様では、本発明は不適切なヘパ

ラナーゼ－２活性または濃度に関連する疾患を検出するための診断アッセイに関

連する。

      【０００５】

    （発明の詳細な説明）

  第１の態様では、本発明はヘパラナーゼ－２ポリペプチドに関する。このよう

なポリペプチドには、

（ａ）配列番号１の配列を含むポリヌクレオチドによってコードされた単離ポリ

ペプチド、

（ｂ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列を含む単離ポリペプチド

、

（ｃ）配列番号２のポリペプチド配列を含む単離ポリペプチド、

（ｄ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有する単離ポリペプチド、

（ｅ）配列番号２のポリペプチド配列、

（ｆ）配列番号２のポリペプチド配列と比較して０．９５、０．９６、０．９７

、０．９８または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列を有する、ま

たは含む単離ポリペプチド、および

（ｇ）（ａ）から（ｆ）のポリペプチドの断片および変種が含まれる。

      【０００６】

  本発明のポリペプチドは、ポリペプチドのエンドグルクロニダーゼファミリー

の構成要素であると考えられる。ヘパラン硫酸プロテオグリカン（ＨＳＰＧ）は

、細胞表面、基底膜および細胞外基質（ＥＣＭ）に遍在するマクロ分子である。

これらは細胞－細胞および細胞－細胞外基質相互作用において主要な役割を果た
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している。ＨＳＰＧは成長因子（たとえば、線維芽細胞成長因子および血小板由

来成長因子）、サイトカイン（たとえば、インターロイキン－２）、細胞外基質

蛋白質（たとえば、フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲン）、血液凝固に関

係する因子（たとえば、アンチトロンビンＩＩＩ）、リポ蛋白質、ＤＮＡトポイ

ソメラーゼ、－アミロイド蛋白質などのその他の蛋白質のような多種多様な分子

と結合することが報告されている（Ｋｊｅｌｌｅｎ，Ｌ．ａｎｄ  Ｌｉｎｄａｈ

ｌ，Ｕ．、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６０、４４３～４７５（１９９

１）；Ｗｉｇｈｔ，Ｔ．Ｎ．ｅｔ  ａｌ．、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ  Ｂ

ｉｏｌ．４．７９３～８０１（１９９２））。

      【０００７】

  ＨＳＰＧにシグナリング分子を結合すると隔離が引き起こされ、それによって

接近しやすいこれらの結合分子の局在的貯留が生じ、ＨＳＰＧの分解によって容

易に放出することができる（Ｎｉｓｓｅｎ，Ｎ．ｅｔ  ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ

．Ｊ．３３８、６３７～６４２（１９９９））。さらに、ＨＳＰＧはＥＣＭの重

要な構成成分である。毛細管では、主に内皮下の基底膜に認められ、血管内皮を

支持し、毛細管壁の構造を安定化している。通常「ヘパラナーゼ」と呼ばれる（

Ｎａｋａｊｉｍａ，Ｍ．ｅｔ  ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９、２２

８３～２２９０（１９８４））ヘパラン硫酸（ＨＳ）分解エンドグルクロニダー

ゼの発現が血液によって運ばれる細胞および胎盤栄養芽細胞に発見されており、

これらが炎症過程または創傷治癒、および妊娠に関連した細胞の血管外遊出活性

それぞれに必要であると考えられる（Ｖｌｏｄａｖｓｋｙ，Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、

Ｉｎｖａｓｉｏｎ  Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ  １２、１１２～１２７（１９９２）

；Ｇｏｓｈｅｎ，Ｒ．ｅｔ  ａｌ．、Ｍｏｌ．Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２、６７

９～６８４（１９９６））。

      【０００８】

  ＨＳＰＧのＨＳ部分の分解は、非常に様々な生物学的プロセスに影響を与える

。特に興味深いのは、悪性腫瘍に関連した新生血管形成および転移においてヘパ

ラナーゼが機能することが考えられることである。分泌されたヘパラナーゼ活性

は内皮細胞の有糸分裂を誘導し（Ｆｏｌｋｍａｎ，Ｊ．ｅｔ  ａｌ．、Ａｍ．Ｊ
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．Ｐａｔｈｏｌ．１３、３９３～４００（１９８８）；Ｉｓｈａｉ－Ｍｉｃｈａ

ｅｌｉ，Ｒ．ｅｔ  ａｌ．、Ｃｅｌｌ．Ｒｅｇｕｌ．１、８３３～８４２（１９

９０））、いくつかのヒト転移細胞株ならびにヒト乳癌、結腸癌および肝癌の検

体の転移特性と直接関連があること（Ｎａｋａｊｉｍａ，Ｍ．ｅｔ  ａｌ．、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２２０、６１１～６１３（１９８３）；Ｖｌｏｄａｖｓｋｙ，Ｉ

．ｅｔ  ａｌ．、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．４３、２７０４β２７１１（１９８３

））が示された。

      【０００９】

  生化学的実験によって今までに、ヘパラナーゼ活性には３種の別個の群、分子

量１３７ｋＤａ（Ｏｏｓｔａ，ＨＧ．Ｍ．ｅｔ  ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ

ｍ．２５７、１１２４９～１１２５５（１９８２））、５０ｋＤａ（Ｆｒｅｅｍ

ａｎ，Ｃ．ａｎｄ  Ｐａｒｉｓｈ，Ｃ．Ｒ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３３０、１

３４１～１３５０９（１９９８））、および３２～４０ｋＤａ（Ｈｏｏｇｅｗｅ

ｒｆ，Ａ．Ｊ．ｅｔ  ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０、３２６８～３

２７７（１９９５））が確認された。最初のほ乳類ヘパラナーゼ遺伝子は５０ｋ

Ｄａ型であった（Ｖｌｏｄａｖｓｋｙ，Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃ

ｉｎｅ  ５、７９３～８０２（１９９９）；Ｈｕｌｅｔｔ，Ｍ．Ｄ．ｅｔ  ａｌ

．、Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ５、８０３～８０９（１９９９）；Ｔｏｙｏｓ

ｈｉｍａ  Ｍ．ａｎｄ  Ｎａｋａｊｉｍａ  Ｍ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２

７０、２４１５３～２４１６０（１９９９））。このヘパラナーゼ遺伝子は高転

移性マウス細胞株およびヒト細胞株およびヒト腫瘍の生検材料において優先的に

発現する。さらに、ヘパラナーゼは転移性腫瘍を有する動物および癌患者の血清

（Ｎａｋａｊｉｍａ，Ｍ．ｅｔ  ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２０、６１１～６

１３（１９８３））および尿において濃度が増加していることが検出された（Ｖ

ｌｏｄａｖｓｋｙ，Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ５、７９３

～８０２（１９９９））。ヘパラナーゼ遺伝子を転移性の低い、または非転移性

の腫瘍細胞株にトランスフェクションすると、実験マウスにおいて高い転移能力

がもたらされ、死亡率の増加が引き起こされる。これに反して、実験動物をヘパ

ラナーゼ阻害剤（たとえば、非抗凝固物質の低分子量ヘパリンおよびポリ硫酸化
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糖類）で処理するとメラノーマ、ルイスラットの肺癌および乳腺癌による肺転移

率がかなり減少する（Ｖｌｏｄａｖｓｋｙ  Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、Ｉｎｖａｓｉｏ

ｎ  Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ  １４、２９０～３０２（１９９５）、Ｐａｒｉｓｈ

，Ｃ．Ｒ．ｅｔ  ａｌ．、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ４０、５１１～５１７（

１９８７））。一般にヘパラナーゼ活性は多くの異なる生物学的プロセスにおい

て非常に重要な役割を担っていることが受け入れられているので、この蛋白質フ

ァミリーの他の構成要素を同定する必要があることは明らかである。

      【００１０】

  このヘパラナーゼ－２の生物学的特性は、以後「ヘパラナーゼ－２の生物学的

活性」または「ヘパラナーゼ－２活性」と称する。本発明のポリペプチドは少な

くとも１種のヘパラナーゼ－２の生物学的活性を表すことが好ましい。

      【００１１】

  本発明のポリペプチドにはまた、すべての対立型およびスプライス変種を含め

た前記のポリペプチドの変種が含まれる。このようなポリペプチドは、保存的ま

たは非保存的、あるいはそれらの組合せであることが可能な挿入、欠失および置

換によって参照ポリプチドと異なっている。特に好ましい変種は、いくつか、た

とえば５０から３０、３０から２０、２０から１０、１０から５、５から３、３

から２、２から１または１アミノ酸が任意の組合せで挿入、置換、または欠失し

たものである。

      【００１２】

  本発明のポリペプチドの好ましい断片には、配列番号２のアミノ酸配列の少な

くとも３０、５０または１００個の隣接したアミノ酸を有するアミノ酸配列を含

む単離ポリペプチド、あるいは配列番号２のアミノ酸配列を切り詰めた、または

欠失した少なくとも３０、５０または１００個の隣接したアミノ酸を有するアミ

ノ酸配列を含む単離ポリペプチドが含まれる。好ましい断片は、同様の活性また

は改善された活性を有するものか、あるいは所望しない活性が減少したものを含

めたヘパラナーゼ－２の生物学的活性を媒介する生物学的活性断片である。動物

、特にヒトにおいて抗原性または免疫原性である断片もまた好ましい。

      【００１３】
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  本発明のポリペプチドの断片を、ペプチド合成によって相当する完全長ポリペ

プチドを製造するために使用することが可能である。したがって、これらの変種

は本発明の完全長ポリペプチド製造のための中間体として使用することが可能で

ある。本発明のポリペプチドは、「成熟した」蛋白質の形態であることが可能で

あり、前駆体や融合蛋白質などのより大きな蛋白質の一部であることが可能であ

る。分泌またはリーダー配列、前駆配列、精製に役立つ配列、たとえば複数のヒ

スチジン残基を含む追加的アミノ酸配列、あるいは組換え体を産生する間の安定

性のための追加的配列を含めると有利であることが多い。

      【００１４】

  本発明のポリペプチドは、任意の適切な方法で、たとえば天然に存在する原料

、発現系を含む遺伝子操作宿主細胞からの単離（下記参照）、またはたとえば自

動ペプチド合成機を使用した化学的合成法、あるいはこのような方法の組合せに

よって調製することができる。このようなポリペプチドの調製手段は当業界でよ

く理解されている。

      【００１５】

  他の態様では、本発明はヘパラナーゼ－２ポリヌクレオチドに関する。このよ

うなポリヌクレオチドには、

（ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％

、９８％、または９９％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を含む単離ポリ

ヌクレオチド、

（ｂ）配列番号１のポリヌクレオチドを含む単離ポリヌクレオチド、

（ｃ）配列番号１のポリヌクレオチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％

、９８％、または９９％の同一性を有する単離ポリヌクレオチド、

（ｄ）配列番号１の単離ポリヌクレオチド、

（ｅ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレ

オチド配列を含む単離ポリヌクレオチド、

（ｆ）配列番号２のポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を含む

単離ポリヌクレオチド、
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（ｇ）配列番号２のポリペプチド配列と少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレ

オチド配列を有する単離ポリヌクレオチド、

（ｈ）配列番号２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド、

（ｉ）配列番号１のポリヌクレオチド配列と比較して０．９５、０．９６、０．

９７、０．９８または０．９９の同一性指数を有するポリヌクレオチド配列を有

するまたは含む単離ポリヌクレオチド、

（ｊ）配列番号２のポリペプチド配列と比較して０．９５、０．９６、０．９７

、０．９８または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列をコードする

ポリヌクレオチド配列を有するまたは含む単離ポリヌクレオチド、および

前述のポリヌクレオチドの断片または変種であるポリヌクレオチドあるいは前述

のポリヌクレオチドとその長さ全体にわたって相補的であるポリヌクレオチドが

含まれる。

      【００１６】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい断片には、配列番号１の配列の少なくと

も１５、３０、５０または１００個の隣接したヌクレオチドを有するヌクレオチ

ド配列を含む単離ポリヌクレオチド、あるいは配列番号１の配列を切り詰めた、

または欠失した少なくとも３０、５０または１００個の隣接したヌクレオチドを

有する配列を含む単離ポリヌクレオチドが含まれる。

      【００１７】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変種には、スプライス変種、対立変種、

および１種または複数の一塩基多型（ＳＮＰ）を有するポリヌクレオチドを含め

た多型が含まれる。

      【００１８】

  本発明のポリヌクレオチドにはまた、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペ

プチド変種であって、いくつか、たとえば５０から３０、３０から２０、２０か

ら１０、１０から５、５から３、３から２、２から１または１個のアミノ酸残基

が任意の組合せで置換、欠失または添加したポリペプチド変種をコードするポリ

ヌクレオチドが含まれる。
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      【００１９】

  他の態様では、本発明は本発明のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物であるポリヌクレ

オチドを提供する。したがって、

（ａ）配列番号２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物を含み

、

（ｂ）配列番号２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物であり

、

（ｃ）配列番号１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物を含み、または

（ｄ）配列番号１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物であるＲＮＡポリヌクレオチドお

よびそれらに相補的なＲＮＡポリヌクレオチドを提供する。

      【００２０】

  配列番号１のポリヌクレオチド配列は、ＡＦ１４４３２５と相同性を示す（Ｖ

ｌｏｄａｖｓｋｙ，Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ５、７９３

～８０２（１９９９））。配列番号１のポリヌクレオチド配列は、配列番号２の

ポリペプチドをコードするｃＤＮＡ配列である。配列番号２のポリペプチドをコ

ードするポリヌクレオチド配列は、配列番号１の配列をコードするポリペプチド

と同一であってよく、または遺伝子コードの重複性（縮重）の結果、配列番号２

のポリペプチドもコードする配列番号１以外の配列であってよい。配列番号２の

ポリペプチドはＡＡＤ４２３４２と相同性および／または構造類似性を有するエ

ンドグルクロニダーゼファミリーの他の蛋白質と関係がある（Ｖｌｏｄａｖｓｋ

ｙ，Ｉ．ｅｔ  ａｌ．、Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ５、７９３～８０２（１９

９９））。

      【００２１】

  本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、特に相同なポリペ

プチドおよびポリヌクレオチドと類似の生物学的機能／特性を有することが期待

される。さらに、本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、少

なくとも１種のヘパラナーゼ－２活性を有する。

      【００２２】

  本発明のポリヌクレオチドは、ヒト膀胱細胞のｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡライブ
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ラリから、標準的クローニングおよびスクリーニング技術を使用して得ることが

可能である（たとえば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．、「Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ」２版、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９）参照のこと）。本発明

のポリヌクレオチドはまた、ゲノムＤＮＡライブラリなどの天然材料から入手す

ることが可能であり、またはよく知られた市販の技法を使用して合成することが

できる。

      【００２３】

  本発明のポリヌクレオチドを本発明のポリペプチドの組換え体産生に使用する

とき、このポリヌクレオチドは、それ自体成熟したポリペプチドのコーディング

配列、あるいはリーダー配列または分泌配列、プレ－、プロ－、プレプロ蛋白質

配列、その他の融合ペプチド部分をコードするものなどの他のコーディング配列

を有するリーディングフレーム中の成熟ポリペプチドのコーディング配列を含む

ことが可能である。たとえば、融合ポリペプチドの精製を容易にするマーカー配

列をコードすることができる。本発明のこの態様のある種の好ましい実施形態で

は、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）に使用されたような、およびＧ

ｅｎｔｚ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ（１

９８９）８６：８２１～８２４で記載されたようなマーカー配列は、ヘキサ－ヒ

スチジンペプチドまたはＨＡｔａｇである。このポリヌクレオチドはまた、転写

された非翻訳配列、スプライシングおよびポリアデニル化シグナル、リボソーム

結合部位およびｍＲＮＡを安定化する配列などの非コーディング５’および３’

配列を含むことが可能である。

      【００２４】

  配列番号１のポリヌクレオチド配列と同一な、または同一性が十分なポリヌク

レオチドは、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡ用ハイブリダイゼーションプローブと

して、または核酸増幅反応（たとえば、ＰＣＲ）用プライマとして使用すること

が可能である。このようなプローブおよびプライマを使用して、完全長ｃＤＮＡ

および本発明のポリヌクレオチドをコードするゲノムクローンを単離したり、配



(14) 特表２００３－５１００５３

列番号１と高い配列類似性、一般的に少なくとも９５％の同一性を有する（ヒト

材料からのパラログとヒト以外の種のオーソログおよびパラログをコードする遺

伝子を含めた）その他の遺伝子のｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離したりす

ることができる。好ましいプローブおよびプライマは一般に少なくとも１５個の

ヌクレオチド、好ましくは少なくとも３０個のヌクレオチドを含み、少なくとも

１００個とはいわないまでも、少なくとも５０個のヌクレオチドを有することが

可能である。特に好ましいプローブは３０個と５０個との間のヌクレオチドを有

する。特に好ましいプライマは２０個と２５個との間のヌクレオチドを有する。

      【００２５】

  ヒト以外の種の相同体を含めた本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレ

オチドは、配列番号１またはその断片、好ましくは少なくとも１５個のヌクレオ

チドの配列を有する標識プローブで厳密なハイブリダイゼーション条件下でライ

ブラリをスクリーニングする段階、および前記ポリヌクレオチド配列を含む完全

長ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離する段階を含む方法によって得ることが

可能である。このようなハイブリダイゼーション技法は当業者によく知られてい

る。好ましい厳密なハイブリダイゼーション条件には、５０％ホルムアミド、５

ｘＳＳＣ（ＮａＣｌ  １５０ｍＭ、クエン酸三ナトリウム  １５ｍＭ）、リン酸

ナトリウム  ５０ｍＭ（ｐＨ７．６）、５ｘデンハルト溶液、１０％デキストラ

ン硫酸、およびサケ精子せん断変性ＤＮＡ２０マイクログラム／ｍｌを含む溶液

中において４２℃で一晩インキュベートを行った後、約６５℃で０．１ｘＳＳＣ

でフィルタを洗浄することが含まれる。したがって、本発明にはまた、配列番号

１またはその断片、好ましくは少なくとも１５ヌクレオチドの配列を有する標識

プローブで厳密なハイブリダイゼーション条件下でライブラリをスクリーニング

することによって得られた、好ましくは少なくとも１００個のヌクレオチド配列

を有する単離ポリヌクレオチドが含まれる。

      【００２６】

  当業者なら、多くの場合、単離されたｃＤＮＡ配列は不完全で、ポリペプチド

をコードする領域が５’末端まで完全に伸長していないことを理解するであろう

。これは、逆転写酵素、本来「プロセス性（processivity）」（重合化反応中に
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鋳型に付着したままでいられる酵素の能力を決定したもの）が低い酵素で、１本

鎖ｃＤＮＡ合成中にｍＲＮＡ鋳型からＤＮＡコピーを完全に合成できないために

生じる。

      【００２７】

  たとえば、Ｒａｐｉｄ  Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｃＤＮＡ  ｅｎ

ｄｓ（ＲＡＣＥ）の方法をベースとしたもののように、完全長ｃＤＮＡを得るか

、または短いｃＤＮＡを延長するいくつかの有用な方法があり、当業者にはよく

知られている（たとえば、Ｆｒｏｈｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  

Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８５、８９９８～９００２、１９８８参照）。たと

えば、Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）技法（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｉｅｓ  Ｉｎｃ．）を例とする最近改善された技法によって、より長いｃＤＮＡ

の研究が非常に簡単になった。Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）技法では、ｃＤＮＡは

選択した組織から抽出したｍＲＮＡおよびそれぞれの末端に連結した「アダプタ

」配列から調製した。次いで、遺伝子特異的およびアダプタ特異的オリゴヌクレ

オチドプライマの組合せを使用して核酸増幅（ＰＣＲ）を実施し、ｃＤＮＡの「

欠損」５’末端を増幅する。次に、「内側（ｎｅｓｔｅｄ）」プライマ、すなわ

ち、増幅産物の内部にアニールするように設計されたプライマ（一般に、アダプ

タ配列のさらに３’にアニールするアダプタ特異的プライマおよび公知の遺伝子

配列のさらに５’にアニールする遺伝子特異的プライマ）を使用してＰＣＲ反応

を繰り返す。この反応の産物を次にＤＮＡ配列決定、およびこの産物を存在する

ｃＤＮＡに直接結合して完全な配列を得るか、または５’プライマ設計のための

新しい配列情報を使用して別の完全長ＰＣＲを実施することによって構成された

完全長ｃＤＮＡによって分析することができる。

      【００２８】

  本発明の組換えポリペプチドは、当業界で周知の方法によって、発現系を含む

遺伝子操作用宿主細胞から調製することが可能である。したがって、他の態様で

は、本発明は本発明のポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチド類を含む発現系

、このような発現系で遺伝子操作する宿主細胞、および組換え技術による本発明

のポリペプチドの産生に関する。無細胞翻訳系はまた、本発明のＤＮＡ構築物か
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ら得られたＲＮＡを使用してこのような蛋白質を産生するために使用することが

できる。

      【００２９】

  組換え体産生のために、宿主細胞を遺伝子操作して本発明のポリヌクレオチド

用の発現系またはそれらの部分を取り込ませることができる。Ｄａｖｉｓ  ｅｔ

  ａｌ．、「Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ」（１９８６）およびＳａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．（同書）などの

多くの標準的研究室マニュアルに記載された方法によって、ポリヌクレオチドを

宿主細胞に導入することが可能である。宿主細胞にポリヌクレオチドを導入する

好ましい方法には、たとえば、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡ

Ｅ－デキストランによるトランスフェクション、トランスベクション、マイクロ

インジェクション、陽イオン脂質によるトランスフェクション、エレクトロポレ

ーション、トランスダクション、スクレープ負荷、バリスティック導入または感

染が含まれる。

      【００３０】

  適切な宿主の代表的な例には、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ、Ｓｔａｐｈｙｌｏ

ｃｏｃｃｉ、Ｅ．ｃｏｌｉ、ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓおよびＢａｃｉｌｌｕｓ

  ｓｕｂｔｉｌｉｓ細胞など細菌細胞、酵母細胞およびＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

細胞などの真菌細胞、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  Ｓ２およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ

  Ｓｆ９細胞など昆虫細胞、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、Ｂ

ＨＫ、ＨＥＫ２９３およびＢｏｗｅｓメラノーマ細胞など動物細胞、および植物

細胞が含まれる。

      【００３１】

  多様な発現系には、たとえば染色体、エピソームおよびウイルス由来の系、た

とえば細菌プラスミド、バクテリアファージ、トランスポゾン、酵母エピソーム

、挿入要素、酵母染色体要素、バキュロウイルス、ＳＶ４０などのパポバウイル

ス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルス

およびレトロウイルスなどのウイルスから得られたベクター、およびそれらの組

合せから得られたベクタ－、たとえばプラスミドおよびバクテリオファージ遺伝
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子要素から得られたもの、たとえばコスミドおよびファージミドを使用すること

ができる。発現系には、発現を調節ならびに引き起こす制御領域を含めることが

可能である。一般に、宿主においてポリペプチドを産生するためにポリヌクレオ

チドを維持、増殖、または発現させることができる任意の系またはベクターを使

用することが可能である。たとえば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．、（同書

）で記載されたものなど、様々なよく知られた通常の技法のいずれかによって、

適切なポリヌクレオチド配列を発現系に挿入することが可能である。適切な分泌

シグナルを所望のポリペプチドに取り込ませて、翻訳蛋白質を小胞体内腔、周辺

質または細胞外環境に分泌させることが可能である。これらのシグナルは、ポリ

ペプチドに対して内在性であっても、異種シグナルであってもよい。

      【００３２】

  スクリーニングアッセイで使用するために本発明のポリペプチドを発現させる

場合、一般にポリペプチドは細胞表面で産生することが好ましい。この現象では

、細胞をスクリーニングアッセイに使用する前に収集することが可能である。ポ

リペプチドを培地中に分泌する場合、ポリペプチドを回収、精製するために培地

を回収することができる。細胞内に産生する場合、ポリペプチドを回収する前に

細胞をまず溶解しなければならない。

      【００３３】

  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出、

陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィ、ホスホセルロースクロマトグラ

フィ、疎水性相互反応クロマトグラフィ、アフィニティクロマトグラフィ、ヒド

ロキシルアパタイトクロマトグラフィおよびレクチンクロマトグラフィを含めた

周知の方法によって組換え細胞培養物から回収および精製することができる。高

速液体クロマトグラフィを精製に使用することが最も好ましい。ポリペプチドが

細胞内合成、単離および／または精製中に変性したとき、蛋白質を再生する周知

の技法を使用して、活性構造を再生することが可能である。

      【００３４】

  本発明のポリヌクレオチドは、診断薬として、関連遺伝子における変異の検出

に使用することが可能である。ｃＤＮＡまたはゲノム配列内の配列番号１のポリ
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ヌクレオチドによって特徴付けられ、機能不全に関連する遺伝子の変異型を検出

することによって、遺伝子の発現不足、過剰発現または位置的変化または一時的

発現によって引き起こされた疾患、または疾患に対する罹患性の診断を含めまた

は定義することができる診断手段がもたらされるだろう。遺伝子内に存在する個

々の変異を、当業界で周知の様々な技法によってＤＮＡレベルで検出することが

可能である。

      【００３５】

  診断用核酸は、患者の細胞、たとえば血液、尿、唾液、組織生検または剖検材

料から得ることが可能である。ゲノムＤＮＡは検出のために直接使用するか、あ

るいは分析前にＰＣＲ、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、またはその他の増幅技術を使

用することによって酵素的に増幅することができる。ＲＮＡやｃＤＮＡも同様に

使用することができる。欠失および挿入は、通常の遺伝子型と比較した増幅産物

の大きさの変化によって検出することができる。点突然変異は、増幅したＤＮＡ

を標識したヘパラナーゼ－２ヌクレオチド配列とハイブリダイズさせることによ

って確認することができる。完全に一致した配列は、ＲＮアーゼ消化によって、

または融解温度の違いによって一致しない２本鎖から区別することができる。Ｄ

ＮＡ配列の違いはまた、変性剤を含めた、または含めないゲル内を移動するＤＮ

Ａ断片の電気泳動移動度の変化によって、または直接ＤＮＡ配列を決定すること

によって検出することが可能である（たとえば、Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ（１９８５）２３０：１２４２参照）。特定の位置における配列の

変化はまた、ＲＮアーゼおよびＳ１保護などのヌクレアーゼ保護アッセイまたは

化学的切断法によって（Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａ

ｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ（１９８５）８５：４３９７～４４０１参照）明らかに

することが可能である。

      【００３６】

  ヘパラナーゼ－２ポリヌクレオチド配列またはその断片を含むオリゴヌクレオ

チドプローブのアレイを組み立てて、たとえば遺伝子変異のスクリーニングを効

率的に実施することができる。このようなアレイは、高密度アレイまたはグリッ

ドが好ましい。アレイ技法はよく知られていて、一般的に応用されており、遺伝
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子発現、遺伝子結合、および遺伝子変動性を含めた分子遺伝学における様々な問

題を処理するために使用することができ、たとえば、Ｍ．Ｃｈｅｅ  ｅｔ  ａｌ

．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７４、６１０～６１３（１９９６）およびその中で引用

されたその他の参考文献を参照されたい。

      【００３７】

  ポリペプチドまたはｍＲＮＡの発現レベルの異常な減少または増加の検出はま

た、患者の本発明の疾患に対する罹患性を診断または決定するために使用するこ

とができる。発現の減少または増加は、当業界で周知のポリヌクレオチドを定量

するいずれかの方法、たとえば核酸増幅法、たとえばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｒ

Ｎアーゼ保護、ノザンブロッティングおよびその他のハイブリダイゼーション法

などを使用してＲＮＡレベルで決定することができる。宿主から得られた試料中

における本発明のポリペプチドなど蛋白質の濃度を決定するために使用すること

ができるアッセイ方法は、当業者には周知である。このようなアッセイ法には、

ラジオ免疫アッセイ、競合結合アッセイ、ウェスタンブロット分析およびＥＬＩ

ＳＡアッセイが含まれる。

      【００３８】

  したがって、他の態様では、本発明は、

（ａ）本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１のヌクレオチド配列、

またはその断片またはＲＮＡ転写物、

（ｂ）（ａ）の配列に相補的なヌクレオチド配列、

（ｃ）本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号２のポリペプチド、またはそ

の断片、あるいは

（ｄ）本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号２のポリペプチドに対する抗

体を含む診断キットに関する。

      【００３９】

  このようなキットでは、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は実施的な成分

を含むことが可能であることが理解されよう。このようなキットは、疾患または

疾患に対する罹患性、特に他のものの中でも本発明の疾患の診断に有用であろう

。
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      【００４０】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、染色体位置研究に重要である。この配列は

、特異的に個々のヒト染色体上の特定の位置を標的として、ハイブリダイズする

ことができる。本発明によって染色体に関連する配列のマッピングは、これらの

配列と遺伝子関連疾患とを相関させるために重要な第１段階である。一旦配列が

正確な染色体位置にマッピングされると、染色体上のその配列の物理的位置を遺

伝子マップデータと関連づけることができる。このようなデータは、たとえばＶ

．ＭｃＫｕｓｉｃｋ、「Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ  

Ｍａｎ」（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  

Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで入手できる）に見いだされる

。次に、同じ染色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患の関連は、結合分析（

物理的に隣接した遺伝子の同時遺伝）によって確認される。ゲノム配列（遺伝子

断片など）の正確なヒト染色体位置は、Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ（Ｒ

Ｈ）マッピング（Ｗａｌｔｅｒ，Ｍ．Ｓｐｉｌｌｅｔｔ，Ｄ．、Ｔｈｏｍａｓ，

Ｐ．、Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．、ａｎｄ  Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｐ．、

（１９９４）「Ａ  ｍｅｔｈｏｄ  ｆｏｒ  ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ  ｒａｄ

ｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ  ｍａｐｓ  ｏｆ  ｗｈｏｌｅ  ｇｅｎｏｍｅｓ、

Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ７、２２～２８）を使用して決定することが

できる。いくつかのＲＨパネルがＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（Ｈｕｎ

ｔｓｖｉｌｌｅ、ＡＬ、ＵＳＡ）、たとえば、ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅ４  ＲＨパ

ネル（Ｈｕｍ  Ｍｏｌ  Ｇｅｎｅｔ  １９９６  Ｍａｒ；５（３）：３３９～４

６  「Ａ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ  ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｈｕｍ

ａｎ  ｇｅｎｏｍｅ」，Ｇｙａｐａｙ  Ｇ、Ｓｃｈｍｉｔｔ  Ｋ、Ｆｉｚａｍｅ

ｓ  Ｃ、Ｊｏｎｅｓ  Ｈ、Ｖｅｇａ－Ｃｚａｒｎｙ  Ｎ、Ｓｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ

、Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ、Ｐｒｕｄ’Ｈｏｍｍｅ  ＪＦ、Ｄｉｂ  Ｃ、Ａｕｆｆｒ

ａｙ  Ｃ、Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔｅ  Ｊ、Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ  Ｊ、Ｇｏｏｄ

ｆｅｌｌｏｗ  ＰＮ）から入手できる。このパネルを使用して遺伝子の染色体位

置を決定するために、ＲＨ  ＤＮＡ上の関心のある遺伝子から設計されたプライ

マを使用して９３ＰＣＲを実施する。これらのＤＮＡそれぞれには、ハムスター
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ベース（ヒト／ハムスターハイブリッド細胞株）に維持されたランダムなヒトゲ

ノム断片が含まれる。これらのＰＣＲによって、関心のある遺伝子のＰＣＲ産物

の有無を示す９３スコアが得られる。これらのスコアを公知の位置のゲノム配列

から得られたＰＣＲ産物を使用して生じたスコアと比較する。この比較はｈｔｔ

ｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／．で実施する。

      【００４１】

  本発明のポリヌクレオチド配列はまた、組織での発現研究に重要な手段である

。このような研究によって、本発明のポリヌクレオチドの発現パターンの決定が

可能で、それらをコードするｍＲＮＡを検出することによって、組織中における

コードされたポリペプチドの発現パターンに関する示唆を得ることが可能である

。使用した技法は当業界で公知で、ｃＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼーシ

ョン（Ｓｃｈｅｎａ  ｅｔ  ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７０、４６７～４７０

、１９９５およびＳｈａｌｏｎ  ｅｔ  ａｌ、Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓ、６、６３

９～６４５、１９９６）およびＰＣＲなどヌクレオチド増幅技法などのグリッド

上に配列したクローンに対するｉｎ  ｓｉｔｕハイブリダイゼーション技法が含

まれる。好ましい方法では、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ製のＴＡＱＭＡＮ法（商

標）を使用する。これらの研究の結果によって、生体中におけるポリペプチドの

通常の機能を示すことができる。さらに、ｍＲＮＡの通常の発現パターンを同遺

伝子の別の形態（たとえば、可能なポリペプチドコードを改変したものや調節変

異体）によってコードされたｍＲＮＡの発現パターンと比較することによって、

本発明のポリペプチドの役割、または疾患で発現が不適切になった本発明のポリ

ペプチドの役割について重要な示唆を与えることができる。このような不適切な

発現は、一時的、部分的であり、または簡単に定量できる性質である可能性があ

る。

      【００４２】

  本発明のポリペプチドは、血液細胞、癌組織、胎児肝、リンパ節、胎盤、脾臓

、栄養芽細胞で発現する。

      【００４３】

  本発明の他の態様は、抗体に関する。本発明のポリペプチドまたはその断片、
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またはそれらを発現する細胞は、免疫源として使用して本発明のポリペプチドに

対して免疫特異的な抗体を産生することができる。「免疫特異的」という用語は

、従来技術のその他の関連するポリペプチドに対する親和性よりも、本発明のポ

リペプチドに対する親和性の方が実質的に高い抗体を意味する。

      【００４４】

  本発明のポリペプチドに対して生じた抗体は、通常の方法を使用して、ポリペ

プチドまたはエピトープを有する断片、あるいは細胞を動物、好ましくはヒト以

外の動物に投与することによって得ることが可能である。モノクローナル抗体の

調製では、連続細胞株培養物によって産生した抗体を提供する任意の方法を使用

することができる。例として、ハイブリドーマ法（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．ａｎｄ  

Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．、Ｎａｔｕｒｅ（１９７５）  ２５６：４９５～４９７

）、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ  ｅｔ  ａｌ．

、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ（１９８３）４：７２）およびＥＢＶ－ハ

イブリドーマ法（Ｃｏｌｅ  ｅｔ  ａｌ．、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂ

ｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ、７７～９６、Ａｌａｎ  

Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．、１９８５）が含まれる。

      【００４５】

  米国特許第４９４６７７８号に記載されたものなど、１本鎖抗体の産生方法は

また、本発明のポリペプチドに対する１本鎖抗体を産生するために適合させるこ

とができる。また、トランスジェニックマウス、またはその他のほ乳類を含めた

その他の生物を使用してヒト化抗体を発現することが可能である。

      【００４６】

  前記の抗体を使用して、ポリペプチドを発現するクローンを単離また同定した

り、アフィニティクロマトグラフィによってポリペプチドを精製したりすること

が可能である。本発明のポリペプチドに対する抗体はまた、中でも本発明の疾患

の治療に使用することが可能である。

      【００４７】

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドはまた、ワクチンとして使用す

ることが可能である。したがって、本発明は他の態様において、たとえばサイト
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カイン産生Ｔ細胞または細胞毒Ｔ細胞を含む、抗体および／またはＴ細胞の免疫

応答を生じさせるために適切なほ乳類に本発明のポリペプチドを接種し、疾患が

既に個体に定着しているかどうかにかかわらず前記動物を疾患から防御すること

を含めた、ほ乳類における免疫学的応答を誘導する方法に関する。本発明の疾患

から前記動物を防御する抗体を産生するような免疫応答を誘導するために、ｉｎ

  ｖｉｖｏでこのポリヌクレオチドを発現し、ポリペプチドをコーディングする

ことを目的としたベクターを介して、本発明のポリペプチドを送達すること含む

方法によって、ほ乳類における免疫学的応答はまた誘導することが可能である。

ベクターを投与する一方法は、粒子上のコーティングとして、またはその他の方

法で所望の細胞に加速する方法である。このような核酸ベクターには、ＤＮＡ、

ＲＮＡ、修飾核酸、またはＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを含めることが可能であ

る。ワクチンを使用する場合、ポリペプチドまたは核酸ベクターは通常ワクチン

製剤（組成物）としてもたらされる。この製剤にはさらに適切な担体が含まれる

。ポリペプチドは胃内で分解されるので、非経口的に（たとえば、皮下、筋肉内

、静脈内、または皮内注射によって）投与することが好ましい。非経口投与に適

した製剤には、抗酸化剤、緩衝液、静菌薬および製剤を受容体の血液とインスト

ニックにするための溶質を含むことが可能な水性および非水性無菌注射溶液、な

らびに懸濁剤および増粘剤を含むことが可能な水性および非水性無菌懸濁液が含

まれる。この製剤は、たとえば密閉アンプルおよびバイアルといった１回用量ま

たは複数回用量容器に存在させることが可能で、使用直前に無菌液体担体を添加

することのみが必要とされる凍結乾燥状態で保存することが可能である。このワ

クチン製剤にはまた、水中油型系および当業界で公知のその他の系など、製剤の

免疫原性を増強するアジュバント系を含めることが可能である。用量は、ワクチ

ンの比活性に左右され、通常の実験によって容易に決定することができる。

      【００４８】

  本発明のポリペプチドは、１種または複数の病態、特に前記の本発明の疾患に

関連した１種または複数の生物学的機能を有する。したがって、このポリペプチ

ドの機能または濃度を刺激または阻害する化合物を同定するために有用である。

したがって、他の態様では、本発明はこのポリペプチドの機能または濃度を刺激
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または阻害する化合物を同定するために化合物をスクリーニングする方法を提供

する。このような方法によって、前述のような本発明の疾患を治療または予防す

る目的のために使用することが可能なアゴニストまたはアンタゴニストが同定さ

れる。化合物は、様々な原料、たとえば細胞、無細胞調製物、化学薬品ライブラ

リ、化学的化合物の収集物、および天然産物の混合物から同定することが可能で

ある。このように同定されたアゴニストまたはアンタゴニストは、場合によって

はポリペプチドの天然または変更された物質、リガンド、レセプタ、酵素など、

それらの構造もしくは機能的類似物（Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．、Ｃｕｒｒ

ｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  １（２）：Ｃｈａ

ｐｔｅｒ  ５（１９９１））または小分子であることが可能である。

      【００４９】

  スクリーニング方法では、候補となる化合物に直接または間接に関連した標識

によって、候補となる化合物と、ポリペプチド、ポリペプチドを有する細胞また

は膜、あるいはそれらの融合蛋白質との結合を簡単に決定することが可能である

。あるいは、このスクリーニング方法には標識競合物質（たとえば、アゴニスト

またはアンタゴニスト）と候補化合物のポリペプチドへの競合結合を（定性的ま

たは定量的に）決定または検出することを含むことが可能である。さらに、これ

らのスクリーニング方法では、ポリペプチドを有する細胞に適切な検出系を使用

して、候補となる化合物がこのポリペプチドを活性化または阻害することによっ

て生じるシグナルを起こさせることができるかどうかを試験することが可能であ

る。活性化の阻害剤は、一般に公知のアゴニストの存在下でアッセイされ、候補

化合物の存在下でアゴニストによる活性化に対する効果が観察される。さらに、

スクリーニング法は単純に、混合物を形成するために候補化合物を本発明のポリ

ペプチドを含む溶液と混合する段階、この混合物中のヘパラナーゼ－２活性を決

定する段階、および候補化合物を含まない対照混合物とこの混合物のヘパラナー

ゼ－２の活性を比較する段階を含むことが可能である。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドは、通常の性能の低いスクリーニング法およびハイスル

ープットスクリーニング（ＨＴＳ）法でも使用することが可能である。このよう
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なＨＴＳ法には、よく確立された９６ウェル、さらに最近では３８４ウェルミコ

タイタープレートの使用だけでなく、Ｓｃｈｕｌｌｅｋ  ｅｔ  ａｌ、Ａｎａｌ

  Ｂｉｏｃｈｅｍ．、２４６、２０～２９（１９９７）によって記載されたナノ

ウェル法などの新しい方法もまた含まれる。

      【００５１】

  前述のように、Ｆｃ部分およびヘパラナーゼ－２ポリペプチドから形成された

ものなど融合蛋白質はまた、ハイスループットスクリーニングアッセイで使用し

て本発明のポリペプチドのアンタゴニストを同定することができる（Ｄ．Ｂｅｎ

ｎｅｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、Ｊ  Ｍｏｌ  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ、８：５２～５

８（１９９５）、およびＫ．Ｊｏｈａｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．、Ｊ  Ｂｉｏｌ  

Ｃｈｅｍ、２７０（１６）：９４５９～９４７１（１９９５）参照）。

      【００５２】

  スクリーニング技法

  ポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび本発明のポリペプチドに対する抗体は

また、細胞内で添加した化合物のｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する影

響を検出するためのスクリーニング方法を構成するために使用することが可能で

ある。たとえば、ＥＬＩＳＡアッセイは当業界で公知の標準的な方法によってモ

ノクローナル抗体およびポリクローナル抗体を使用して分泌した、または細胞に

関連したポリペプチドの濃度を決定するために作製することが可能である。これ

は、適切に操作された細胞または組織からのポリペプチドの産生を阻害または促

進することが可能な薬剤（それぞれ、アンタゴニストまたはアゴニストとも呼ば

れる）を発見するために使用することができる。

      【００５３】

  本発明のポリペプチドを使用して、もしあるならば、当業界で公知の標準的レ

セプタ結合技術によって、膜結合レセプタまたは溶解性レセプタを確認すること

が可能である。これらには、限定はしないが、ポリペプチドを放射活性アイソト

ープ（たとえば、125Ｉ）で標識するか、または化学修飾（たとえば、ビオチン

化）するか、または検出もしくは精製に適したペプチド配列と融合して、レセプ

タと見なされる原料（細胞、細胞膜、細胞上清、組織抽出物、体液）とインキュ
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ベートするリガンド結合アッセイおよび架橋結合アッセイが含まれる。その他の

方法には、表面プラズモン共鳴および分光法など生物物理学的技法が含まれる。

これらのスクリーニング法はまた、もしあるならば、ポリペプチドの受容体への

結合と競合するポリペプチドのアゴニストおよびアンタゴニストを同定するため

に使用することが可能である。このようなアッセイを実施するための標準的方法

は当業界でよく知られている。

      【００５４】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体、あるいはいくつかの

場合では、オリゴヌクレオチドまたは場合によってはこのポリペプチドのリガン

ド、基質、レセプタ、酵素などに密接に関係した蛋白質、たとえば、リガンド、

基質、レセプタ、酵素などの断片、あるいは本発明のポリペプチドに結合するが

応答は起こさず、したがってポリペプチドの活性を妨害する小分子が含まれる。

      【００５５】

  スクリーニング法はまた、トランスジェニック法およびヘパラナーゼ－２遺伝

子の使用を含む。トランスジェニック動物を構築する技術はよく確立されている

。たとえば、ヘパラナーゼ－２遺伝子は、受精した卵母細胞の雄生殖核へのマイ

クロインジェクションによって、移植前後の胚へのレトロウイルス移入によって

、またはエレクトロポレーションなどにより遺伝子的に変更した宿主胚盤胞への

胚芽幹細胞の注射によって導入することが可能である。特に有用なトランスジェ

ニック動物は、動物遺伝子をその動物のゲノム内でヒトの同等遺伝子と置き換え

た、いわゆる「ノックイン」動物である。ノックイントランスジェニック動物は

、化合物がヒト標的に特異的な場合、標的を確認する創薬プロセスにおいて有用

である。その他の有用なトランスジェニック動物は、細胞内の内在性ＤＮＡ配列

によってコードされている本発明のポリペプチドの動物オーソログの発現が部分

的、または完全に消失した、いわゆる「ノックアウト」動物である。この遺伝子

ノックアウトは技術の限定によって特定の細胞または組織を標的とすることが可

能であるか、あるいはある種の細胞または組織のみ、あるいは動物のすべて、ま

たは実質的にすべての細胞で生じさせることが可能である。またトランスジェニ

ック動物の技術によって、導入された遺伝子が発現して本発明のポリペプチドを
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大量にもたらす全動物発現－クローニング系も提供される。

      【００５６】

  前述の方法で使用するスクリーニングキットは、本発明の他の態様を形成する

。このようなキットには、

（ａ）本発明のポリペプチド、

（ｂ）本発明のポリペプチドを発現する組換え細胞、

（ｃ）本発明のポリペプチドを発現する細胞膜、または

（ｄ）本発明のポリペプチドの抗体を含み、このポリペプチドは配列番号２が好

ましい。

      【００５７】

  このようなキットでは、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は実質的な成分

を含むことが可能であることは理解されよう。

      【００５８】

    （用語）

  以下の定義は、今までにしばしば使用されたある種の用語の理解を容易にする

ために挙げる。

      【００５９】

  本明細書で使用した「抗体」には、ポリクローナル抗体およびモノクローナル

抗体、キメラ抗体、１本鎖抗体、およびヒト化抗体、ならびにＦａｂまたはその

他のイムノグロブリン発現ライブラリの産物を含めたＦａｂ断片が含まれる。

      【００６０】

  「単離された」とは、「人の手によって」天然の状態から変化したことを意味

しており、天然に生じるならば、その元の環境から変化させたり、除去したりす

ること、またはその両方である。たとえば、生きた生体に天然に存在するポリヌ

クレオチドまたはポリペプチドは「単離されて」いないが、天然の状態に共存す

る物質から分離された同一のポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、この用語

が本明細書で使用されるように、「単離されて」いる。さらに、形質転換、遺伝

子操作またはその他の組換え方法によって生体に導入されたポリヌクレオチドま

たはポリペプチドは、前記生体にまだ存在していても、生体が生きていても生き
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ていなくても、単離されている。

      【００６１】

  「ポリヌクレオチド」とは、一般に修飾されていない、または修飾されたＲＮ

ＡまたはＤＮＡであることが可能なポリリボヌクレオチド（ＲＮＡ）またはポリ

デオキシリボヌクレオチド（ＤＮＡ）のことである。「ポリヌクレオチド」には

、限定はしないが、１本鎖および２本鎖ＤＮＡ、１本鎖および２本酸領域の混合

物であるＤＮＡ、１本鎖および２本鎖ＲＮＡ、および１本鎖および２本鎖領域の

混合物であるＲＮＡ、１本鎖またはより一般的には２本鎖、あるいは１本鎖およ

び２本鎖領域の混合物であることが可能なＤＮＡおよびＲＮＡを含んだハイブリ

ッド分子が含まれる。さらに、「ポリヌクレオチド」とは、ＲＮＡまたはＤＮＡ

あるいはＲＮＡおよびＤＮＡの両者を含む３本鎖領域を意味する。「ポリヌクレ

オチド」という用語にはまた、１種または複数の修飾された塩基を含むＤＮＡま

たはＲＮＡ、および安定性のためまたはその他の理由で修飾された主鎖を有する

ＤＮＡまたはＲＮＡが含まれる。「修飾された」塩基には、たとえば、トリチル

化塩基およびイノシンなどの通常ではない塩基が含まれる。様々な修飾をＤＮＡ

およびＲＮＡに施すことが可能である。したがって、「ポリヌクレオチド」には

、化学的、酵素的または代謝的に修飾された、一般的に天然に見いだされるポリ

ヌクレオチドの形態、ならびにウイルスおよび細胞に特有のＤＮＡおよびＲＮＡ

の化学的形態が含まれる。「ポリヌクレオチド」にはまた、しばしばオリゴヌク

レオチドと称される比較的短いポリヌクレオチドが含まれる。

      【００６２】

  「ポリペプチド」とは、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合によって

互いに結合した２個以上のアミノ酸を含むポリペプチド、すなわち、ペプチド同

配体のことである。「ポリペプチド」とは、一般的にペプチド、オリゴペプチド

またはオリゴマーを意味する短鎖、および一般的に蛋白質を意味する長鎖の両者

を意味する。ポリペプチドには、遺伝子でコードされた２０個のアミノ酸以外の

アミノ酸が含まれることが可能である。「ポリペプチド」には、翻訳後のプロセ

シングなど天然のプロセス、または当業界で公知の化学的修飾技法のいずれかに

よって修飾されたアミノ酸配列が含まれる。このような修飾方法については、基
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本的な参考書およびより詳細な研究論文、ならびに膨大な研究文献に詳しく説明

されている。ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖およびアミノ末端またはカルボキシル

末端を含めたポリペプチドの任意の場所に修飾を行うことが可能である。同様の

種類の修飾を所与のポリペプチドのいくつかの部位に同程度または異なる程度で

存在させることが可能であることが理解されよう。また、１種の所与のポリペプ

チドが多くの種類の修飾を含むことが可能である。ポリペプチドは、ユビキチン

化の結果として枝分かれすることが可能で、枝分かれを有する、または有さない

環状であることが可能である。環状、枝分かれおよび枝分かれ環状ポリペプチド

は、翻訳後の天然のプロセスから生じるか、または合成法によって作製すること

が可能である。修飾には、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド

化、ビオチン化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまた

はヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスホチ

ジルイノシトールの共有結合、架橋結合、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチ

ル化、共有架橋結合の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミ

ル化ガンマカルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル

化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、蛋白分解処理、リン酸化、プ

レニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、運搬ＲＮＡによるアルギニル化な

どアミノ酸の蛋白質への添加、およびユビキノン化が含まれる（たとえば、「Ｐ

ｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐ

ｅｒｔｉｅｓ」２版、Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  

ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３；Ｗｏｌｄ，Ｆ．、「Ｐ

ｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉ

ｏｎｓ：Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ」、Ｐｏｓｔ

－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｖａｌｅｎｔ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ、Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８３の１～１２、；Ｓｅｉｆｔｅｒ  ｅｔ  

ａｌ．、「Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｆｏｒ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉ

ｏｎｓ  ａｎｄ  ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎ  ｃｏｆａｃｔｏｒｓ」、Ｍｅｔｈ  Ｅ

ｎｚｙｍｏｌ、１８２、６２６～６４６、１９９０、  Ｒａｔｔａｎ  ｅｔ  ａ
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ｌ．、「Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉ

ｏｎａｌ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  Ａｇｉｎｇ」、Ａｎｎ  ＮＹ

  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ、６６３、４８～６２、１９９２参照のこと）。

      【００６３】

  ポリペプチド配列の「断片」とは、参照配列よりも短いが、参照ポリペプチド

と本質的に同一の生物学的機能または活性を保持するポリペプチド配列のことで

ある。ポリヌクレオチド配列の「断片」とは、配列番号１の参照配列よりも短い

ポリヌクレオチド配列のことである。

      【００６４】

  「変種」とは、参照ポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるが、それ

らの本質的な特性を保持するポリヌクレオチドまたはポリペプチドのことである

。ポリヌクレオチドの一般的な変種は、参照ポリヌクレオチドとはヌクレオチド

配列が異なる。変種のヌクレオチド配列が変化すると、参照ポリヌクレオチドに

よってコードされるポリペプチドのアミノ酸配列が変化するかもしれないし、し

ないかもしれない。ヌクレオチドの変化によって、以下に論じるように、対照配

列によってコードされたポリペプチドのアミノ酸の置換、付加、欠失、融合また

は切り詰めが引き起こされる。一般的なポリペプチドの変種は、参照ポリペプチ

ドとはアミノ酸配列が異なる。一般に、参照ポリペプチドおよび変種の配列は全

体にわたって非常に類似し、多くの領域が同一であるように変化が限定されてい

る。変種および参照ポリペプチドは、１種または複数の置換、挿入、欠失が組み

合わさることによってアミノ酸配列が異なる可能性がある。置換または挿入され

たアミノ酸残基は、遺伝子コードによってコードされたものであってもよいし、

そうでなくてもよい。一般的に保存される置換には、Ｇｌｙ、Ａｌａ；Ｖａｌ、

Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；Ａｓｐ、Ｇｌｕ；Ａｓｎ、Ｇｌｎ；Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；Ｌｙｓ、

Ａｒｇ；ＰｈｅおよびＴｙｒが含まれる。ポリヌクレオチドまたはポリペプチド

の変種は対立遺伝子など天然に生じることが可能であるが、あるいは天然には生

じることが知られていない変種であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペ

プチドの天然にはない変種は、変位誘発法または直接合成法によって作製するこ

とが可能である。変種にはまた、１種または複数の翻訳後の変更、たとえば、グ
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リコシル化、リン酸化、メチル化、ＡＤＰリボシル化などを有するポリペプチド

が含まれる。実施形態には、Ｎ末端アミノ酸のメチル化、セリンおよびトレオニ

ンのリン酸化およびＣ末端グリシンの変更が含まれる。

      【００６５】

  「対立遺伝子」とは、ゲノムの所与の遺伝子座にある遺伝子の２種以上の異な

る型のうちの１つのことである。

      【００６６】

  「多型」とは、集団内のゲノムの所与の位置のヌクレオチド配列（および、関

係があるならば、コードされたポリペプチド配列）の変異体のことである。

      【００６７】

  「一塩基多型」（ＳＮＰ）とは、集団内のゲノムの１つのヌクレオチドの位置

にヌクレオチド変異が生じることである。ＳＮＰはゲノムの遺伝子内、または遺

伝子間領域に生じる可能性がある。ＳＮＰは対立遺伝子特異的増幅（ＡＳＡ）を

使用してアッセイすることができる。この方法には、少なくともプライマが３個

必要である。アッセイする多型に対する逆相補に通常のプライマを使用する。こ

の通常のプライマは、多型塩基から５０と１５００塩基対の間であることが可能

である。他の２個（以上の）プライマは、多型を形成する２個（以上）の対立遺

伝子の１つに合致するように最後の３’塩基が変化する以外は互いに同一である

。次いで、通常のプライマおよび対立遺伝子特異的プライマの１個をそれぞれ使

用して、２種（以上の）ＰＣＲ反応を試料ＤＮＡに実施する。

      【００６８】

  本明細書では「スプライス変種」は、同一のゲノムＤＮＡ配列から最初に転写

されたＲＮＡ分子から産生されるが、別のＲＮＡスプライシングを受けたｃＤＮ

Ａ分子のことである。別のＲＮＡスプライシングは、一般的にイントロンを除去

するために、一次ＲＮＡ転写物がスプライシングを受けるときに生じ、それぞれ

が異なるアミノ酸配列をコードすることが可能な１個以上のｍＲＮＡ分子の産生

をもたらす。スプライシング変種という用語はまた、前記ｃＤＮＡ分子によって

コードされる蛋白質を意味する。

      【００６９】
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  「同一性」とは、配列を比較することによって決定される２個以上のポリペプ

チド配列または２個以上のポリヌクレオチド配列の関係を意味する。一般に、同

一とは、２種のポリヌクレオチドまたは２種のポリペプチド配列それぞれのヌク

レオチドとヌクレオチド、またはアミノ酸とアミノ酸が、比較する配列の全長に

わたって厳密に一致していることを意味する。

      【００７０】

  「％同一性」－厳密に一致しない配列では、「％同一性」を決定することが可

能である。一般に、配列間の相互関係が最大になるように比較する２種の配列を

並べる。整合の程度を高めるためには、片方、または両方の配列に「ギャップ」

を挿入することが含まれる。％同一性は、比較する配列それぞれの全長にわたっ

て決定すること（いわゆるグローバルアラインメント）が可能で、これは特に同

一または非常に類似した長さの配列に適しており、またはより短い、限定された

長さ（いわゆるローカルアラインメント）について決定することも可能で、これ

は長さが等しくない配列により適している。

      【００７１】

  「類似性」とは、２種のポリペプチド配列間の関係をさらに高い程度で決定し

たものである。一般に、「類似」とは、（同一に関する限りは）比較する配列そ

れぞれの残基対間の厳密な一致だけでなく、厳密に一致しない場合は、進化に基

づいて１残基がその他のもので置換されることが可能かどうかについて考慮して

、残基毎をベースにして２本のポリペプチド鎖のアミノ酸の間で比較することを

意味している。これは、後で２種の配列の「％類似性」を決定することが可能な

関連「スコア」を有することが可能である。

      【００７２】

  ２種以上の配列の同一性および類似性を比較する方法は、当業界では周知であ

る。したがって、たとえばＷｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙ

ｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、ｖｅｒｓｉｏｎ９．１（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ  Ｊ  ｅｔ

  ａｌ、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ、１２、３８７～３９５、１９８

４、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、Ｍａｄｉｓｏｎ（Ｗｉ

ｓｃｏｎｓｉｎ、ＵＳＡ）製）で入手できるプログラム、たとえばＢＥＳＴＦＩ
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ＴおよびＧＡＰプログラムを使用して、２ポリヌクレオチド間の％同一性および

２ポリペプチド配列間の％同一性および％類似性を決定することが可能である。

ＢＥＳＴＦＩＴでは、Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｗａｔｅｒｍａｎの「局所的相同性

」アルゴリズム（Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ、１４７、１９５～１９７、１９８１、

Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ、２、４８

２～４８９、１９８１）を使用し、２配列間の最も類似した１領域を発見する。

ＢＥＳＴＦＩＴは、長さが異なる２種のポリヌクレオチドまたは２種のポリペプ

チド配列を比較するのに適しており、このプログラムは短い配列が長い配列の一

部であると仮定している。比較すると、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓ

ｃｈのアルゴリズム（Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ、４８、４４３～４５３、１９７０

）では、ＧＡＰによって２配列が並べられ、「最大の類似性」が発見される。Ｇ

ＡＰは、ほぼ同じ長さで、全体の長さにわたってアラインメントが予測される配

列の比較により適している。プログラムそれぞれで使用されるパラメータ「Ｇａ

ｐ  Ｗｅｉｇｈｔ」および「Ｌｅｎｇｔｈ  Ｗｅｉｇｈｔ」はそれぞれ、ポリヌ

クレオチド配列では５０および３、ポリペプチド配列では１２および４が好まし

い。比較した２配列が最適にアラインメントしたとき、％同一性および類似性を

決定することが好ましい。

      【００７３】

  配列間の同一性および／または類似性を決定するその他のプログラムはまた、

当業界において公知であり、たとえばＢＬＡＳＴファミリープログラム（Ａｌｔ

ｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ、Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ、２１５、４０３～４

１０、１９９０、Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａ

ｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．、２５：３８９～３４０２、１９９７、ｔｈｅ  Ｎａｔｉｏ

ｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）（Ｂｅｔｈｅｓｄａ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、ＵＳＡ）製、お

よびＮＣＢＩのホームページ、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．か

らアクセス可能）およびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ  Ｒ、Ｍｅｔｈｏｄｓ

  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、１８３、６３～９９、１９９０；Ｐｅａｒｓｏ

ｎ  Ｗ  Ｒ  ａｎｄ  Ｌｉｐｍａｎ  Ｄ  Ｊ、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓ
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ｃｉ  ＵＳＡ、８５、２４４４～２４４８、１９８８、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓ

ｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅの一部として入手可能）が

ある。

      【００７４】

  ＢＬＯＳＵＭ６２アミノ酸置換マトリックス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｓ  ａｎｄ

  Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｊ  Ｇ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．ＵＳＡ、

８９、１０９１５～１０９１９、１９９２）は、比較の前にヌクレオチド配列を

まずアミノ酸配列に翻訳する場合を含めたポリペプチド配列の比較において使用

することが好ましい。

      【００７５】

  ＢＥＳＴＦＩＴプログラムは、参照ポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列

に関して、問題としているポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の％同一性

を決定するために使用することが好ましく、問題の配列および対照配列は最適に

並べられ、プログラムのパラメータは以下に説明するようにデフォルト値に設定

される。

      【００７６】

  「同一性指標」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）と対照

配列とを比較するために使用することが可能な配列関連の決定値である。したが

って、たとえば、参照ポリヌクレオチド配列に対して、たとえば同一性指標０．

９５を有する候補ポリヌクレオチド配列は、その候補ポリヌクレオチド配列が対

照配列の１００ヌクレオチドごとに平均５までの差異を含むことが可能であるこ

と以外は対照配列と同一である。このような差異は、少なくとも１個のヌクレオ

チド欠失、転位および転換を含めた置換、または挿入から成る群から選択される

。これらの差異は、参照ポリヌクレオチド配列の５’または３’末端位置あるい

はこれらの末端位置間のどこかに、対照配列のヌクレオチド中で個別に、あるい

は対照配列内に１個または複数の隣接した群で散在して生じることが可能である

。言い換えると、参照ポリヌクレオチド配列に対して同一性指標０．９５のポリ

ヌクレオチド配列を得るために、前述のように対照配列中のヌクレオチド１００

個毎に平均５までの欠失、置換または挿入、あるいはそれらの組合せが生じるこ
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とが可能である。同様のことが、必要に応じて変更を加えて、その他の値の同一

性指標、たとえば０．９６、０．９７、０．９８および０．９９に当てはめられ

る。

      【００７７】

  ポリペプチドについても同様で、たとえば参照ポリペプチド配列に対して同一

性指標０．９５を有する候補ポリペプチド配列は、その候補ポリペプチド配列が

対照配列の１００アミノ酸ごとに平均５までの差異を含むことが可能であること

以外は対照配列と同一である。このような差異は、少なくとも１個のアミノ酸欠

失、保存的および非保存的置換を含めた置換、または挿入から成る群から選択さ

れる。これらの差異は、参照ポリペプチド配列のアミノ末端またはカルボキシ末

端位置あるいはこれらの末端位置間のどこかに、対照配列のアミノ酸中で個別に

、あるいは対照配列内に１個または複数の隣接した群で散在して生じることが可

能である。言い換えると、参照ポリペプチド配列に対して同一性指標０．９５の

ポリペプチド配列を得るために、前述のように対照配列中のアミノ酸１００個毎

に平均５までの欠失、置換または挿入、あるいはそれらの組合せが生じることが

可能である。同様のことが、必要に応じて変更を加えて、その他の値の同一性指

標、たとえば０．９６、０．９７、０．９８および０．９９に当てはめられる。

      【００７８】

  ヌクレオチドまたはアミノ酸の差異の数と同一性指標との間の関係は、以下の

式によって表すことができる。

ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

式中、ｎaはヌクレオチドまたはアミノ酸の差異の数であり、

ｘaは配列番号１または配列番号２それぞれのヌクレオチドまたはアミノ酸の全

数であり、

Ｉは同一性指標であり、

・は乗法演算の印であり、かつ

ｘaとＩの積が整数でないときは、ｘaから減じる前に最も近い整数に切り下げる

。

      【００７９】
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  「相同」とは、対照配列に対する配列関連性の程度が高いポリヌクレオチドま

たはポリペプチド配列を示唆するための当業界で使用される遺伝子関連用語であ

る。このような関連性は、前記で定義した２配列間の同一性および／または類似

性の程度を決定することによって定量することが可能である。この遺伝子関連用

語には「オルソログ」および「パラログ」という用語も含まれる。「オルソログ

」とは、別の種で機能的に等価な（equivalent）ポリヌクレオチドまたはポリペ

プチドであるポリヌクレオチドまたはポリペプチドのことである。「パラログ」

とは、機能的に類似した同種内のポリヌクレオチドまたはポリペプチドのことで

ある。

      【００８０】

  「融合蛋白質」とは、関連のない、２種の融合遺伝子またはそれらの断片によ

ってコードされた蛋白質のことである。実例が米国特許第５５４１０８７号、第

５７２６０４４号に開示されている。Ｆｃ－ヘパラナーゼ－２の場合、融合蛋白

質の一部としてイムノグロブリンのＦｃ領域を使用することが、Ｆｃ－ヘパラナ

ーゼ－２またはヘパラナーゼ－２の断片の機能的発現を実施するため、治療に使

用するときにこのような融合蛋白質の薬物動態特性を改善するため、およびヘパ

ラナーゼ－２の二量体を作製するために有利である。Ｆｃ－ヘパラナーゼ－２  

ＤＮＡ構築物には、５’から３’方向へ、分泌カセット、すなわちほ乳類細胞か

ら運び出すきっかけとなるシグナル配列、融合相手であるイムノグロブリンＦｃ

領域断片をコードするＤＮＡ、およびヘパラナーゼ－２またはその断片をコード

するＤＮＡが含まれる。用途によっては、接触していない融合蛋白質の残部を切

り離して、または発現後Ｆｃ部分を完全に削除して、Ｆｃの機能側を変異させる

ことによって本来の機能特性（補体結合性、Ｆｃレセプタ結合性）を変化できる

ことが望ましいだろう。

      【００８１】

  限定はしないが特許および特許出願を含めた、本明細書で引用した発行物およ

び参考文献はすべて、個々の発行物または参考文献が具体的かつ個々に、完全に

記載されたものとして本明細書に参考として援用されることを示すかのように、

その全体が参考として本明細書に援用される。この出願が優先権を主張する特許
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出願はまた、発行物および参考文献に対して前述した方式で、その全体が本明細

書に参考として援用される。

（図）

  図１

  定量的リアルタイム逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（Ｔａｑ－Ｍａｎ）を

使用した（ヘパラナーゼ－２）Ｈｅｐ－２のｉｎ  ｖｉｖｏ発現に関する定量

  図２

  Ｈｅｐ－２は、様々な腫瘍組織で発現する。（β－アクチンを基準とした）ヘ

パラナーゼ－２の相対発現の定量に定量的リアルタイム逆転写酵素－ポリメラー

ゼ連鎖反応を使用した。

      【００８２】

  図３

  ２９３ヒト腎繊維芽細胞におけるヘパラナーゼ－２（Ｈｅｐ－２）の発現。

      【００８３】

  抗Ｖ５－ＨＲＰ抗体を使用したウェスタンブロット分析。レーン１（対照）、

ｐｃＤＮＡ３／ＴＲＡＦ－Ｈｉｓで一時的にトランスフェクトした２９３細胞の

細胞溶解物；レーン２（β－ｇａｌ）、ｐｃＤＮＡ３．１／ｌａｃＺ－Ｖ５－Ｈ

ｉｓで一時的にトランスフェクトした２９３細胞の細胞溶解物；レーン３（Ｈｅ

ｐ－２）、ｐｃＤＮＡ３．１／Ｈｅｐ－２－Ｖ５－Ｈｉｓで一時的にトランスフ

ェクトした２９３細胞の細胞溶解物。

    （他の実施例）

  実施例１

  ＲＴ－ＰＣＲ

  ｉｎ  ｖｉｖｏ発現を定量的リアルタイム逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応

（ＲＴ－ＰＣＲ）を使用して評価した。ＲＴ－ＰＣＲアッセイとして、Ｔａｑ－

Ｍａｎ蛍光法（ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ７７００  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎ  ｓｙｓｔｅｍ）を使用した。ヘパラナーゼ－２の相対発現量を定量す

るために、上流プライマ５’－ＣＣＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＣＴＧＣＡＧＧＡ－３

’および下流プライマ５’－ＴＣＡＣＧＡＣＡＴＣＡＡＴＧＣＣＣＴＧＡ－３’
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および蛍光標識プローブ（６－カルボキシフルオレセイン、６－カルボキシテト

ラメチルローダミン）；５’ＣＴＴＡＴＧＧＴＴＧＡＡＣＡＣＴＴＴＡＧＧＡＡ

ＴＧＣＴＧＧＣＣ－３’を使用した。反応はすべて９６ウェルプレートで４０Ｐ

ＣＲサイクルで行った（ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  ７７００  ＳＤＳによる）。一般

的に使用したＰＣＲサイクル：１×５０℃  ２分、１×９５℃  １０分、４０×

９５℃および１５秒６０℃  １分。

      【００８４】

  相対的ｍＲＮＡ発現は、上流プライマ５’－ＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧ

ＣＡＧＡＡ－３’、下流プライマ５’－ＴＴＣＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣ

ＡＧＣ－３’およびフ蛍光標識プローブ（６－カルボキシフルオレセイン、６－

カルボキシテトラメチルローダミン）５’－ＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＴ

ＣＣＴＧＡＧＣＧＣＡ－３’を使用して－アクチンに標準化した。

      【００８５】

  ＲＮＡおよびｃＤＮＡは、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｓ

ｅｒｖｉｃｅｓ  Ｉｎｃ．（大動脈、骨髄、結腸、脳梁、リンパ節、卵巣、脊髄

、胃）、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、（脳、心臓、腎臓、骨格筋

、精巣、子宮、前立腺、膵臓、肝臓）およびＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｎｅｔｈｅ

ｒｌａｎｄ（腫瘍組織）から入手した。

      【００８６】

  実施例２

  ヘパラナーゼ－２のクローニングおよび発現

  ｃＤＮＡをＳＭＡＲＴ  ｒａｃｅ  ｃＤＮＡ  ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  

ｋｉｔ（＃Ｋ１８１１－１、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）によって前立腺全ＲＮＡ（Ｃｌ

ｏｎｔｅｃｈ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ）から作製した。上流プライマ１  ５’－

ＧＣＧＡＧＡＣＣＣＡＧＴＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＧ－３’および下流プライマ１

  ５’ＣＡＧＣＡＧＧＣＣＣＡＣＴＧＧＴＡＧＣＣＡＴ－３’を使用したポリメ

ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、ヘパラナーゼ－２  ＤＮＡをｃＤＮＡから

増幅した。

      【００８７】
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  一般的なＰＣＲサイクル：５サイクル  ９４℃  ５秒、７２℃  ３分、５サイ

クル  ９４℃５秒、７０℃  １０秒、７２℃  ３分、２０サイクル  ９４℃  ５

秒、６８℃  １０秒、７２℃  ３分。

      【００８８】

  ＰＣＲ産物をさらにＳＭＡＲＴ  ｒａｃｅ  ｃＤＮＡ  ａｍｐｌｉｆｉｃａｔ

ｉｏｎ  ｋｉｔ（＃Ｋ１８１１－１、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）によって、上流プライ

マ２  ５’－ＡＴＧＡＧＧＧＴＧＣＴＴＴＧＴＧＣＣＴＴＣＣＣ－３’および下

流プライマ３  ５’－ＴＣＧＧＴＡＧＣＧＧＣＡＧＧＣＣＡＡＡＧＣＡ－３’を

使用して増幅した。一般的なＰＣＲサイクル：２５サイクル  ９４℃  ５秒、６

８℃  １０秒、７２℃  ３分。

      【００８９】

  ＰＣＲ断片をｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５－Ｈｉｓ  ＴＯＰＯ  ＴＡベクター（＃

Ｋ４８００－０１、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にクローニングして、ＢｉｇＤｙｅ

－Ｋｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｗｅｉｔｅｒｓｔａｄｔ；

ＡＢＩ  Ｐｒｉｓｍ  ３１０  Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ａｎａｌｙｚｅｒ）を使用して

配列決定し、接着細胞の一時的トランスフェクションの方法（Ｑｕｉａｇｅｎ）

に従ってＳｕｐｅｒＦｅｃｔトランスフェクション試薬（＃３０１３０５、Ｑｕ

ｉａｇｅｎ）によってヒト２９３細胞（ＡＴＣＣ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍａｒ

ｙｌａｎｄ）へのトランスフェクトに使用した。２４時間後、細胞を溶解緩衝液

（５０ｍＭトリス  ｐＨ７．５、ＮＰ４０  １０％、デオキシコール酸塩０．１

５％、ＥＤＴＡ  １ｍＭ、アプロテニンおよびロイペプチン１μｇ／ｍｌ、ＰＭ

ＳＦ１ｍＭ）で１５分間溶解し、２００００×ｇで１０分間遠心して、Ｎｏｖｅ

ｘ  ＭｉｎｉＧｅｌ（＃Ｅ１０００１、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に加えた。ニト

ロセルロース（Ｘ  ｃｅｌｌ  ｂｌｏｔ  ｍｏｄｕｌｅ  ＃Ｅ１９０５１、Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）に移した後、発現したＨｅｐ－２－Ｖ５－Ｈｉｓ融合蛋白質

を抗Ｖ５－ＨＲＰ抗体（＃Ｒ９６１－２５、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して

検出した。ＬａｃＺ－Ｖ５－Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含んだベクター

およびＴＲＡＦを含んだｐｃＤＮＡ３／Ｈｉｓベクター（Ａｃｃ．Ｎｏ．Ｑ１３

０７７）を対照として使用した。
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      【００９０】

  実施例３

  ヘパラナーゼ－２の産生

  Ｃ末端にヒスチジンタグを有するヘパラナーゼを発現する細胞を溶解緩衝液（

２０ｍＭトリス  ｐＨ７．５；ＮａＣｌ  １５０ｍＭ、ＴＸ－１００  １％、Ｎ

Ｐ４０  ０．２５％、デオキシコール酸塩０．１５％、アプロテニン１μｇ／ｍ

ｌ、ロイペプチン１μｇ／ｍｌ、ＰＭＳＦ  １ｍＭ）で溶解した。発現した蛋白

質をカラムマトリックスに固定し、Ｃｏ、Ｎｉ、またはＣｕなどの金属イオンで

修飾したＮＴＡまたは酢酸イミドなどのキレート剤を使用して精製した。発現し

た蛋白質を抗Ｈｉｓ６抗体を使用してウェスタンブロッティング法によって検出

した（Ｑｕｉａｇｅｎ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。

      【００９１】

  実施例４

  ヘパラナーゼ－２活性

  ヘパラナーゼ活性は、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）－ヘパ

ラン硫酸（ＨＳ）で決定することができる。ヘパラン硫酸（Ｓｉｇｍａ）１ミリ

グラムおよびＦＩＣＴ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｐｒｏｂｅｓ、Ｏｒｅｇｏｎ）１

ｍｇを０．１Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ９．５、２００μｌに溶解して、４

℃で一晩攪拌した。次いで、この溶液をさらにＰＤ－１０脱塩カラム（Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ）に加えてＦＩＴＣ－ＨＳを単離した。細胞溶解物（実施例２）を反

応混合物（ＦＩＴＣ－ＨＳを含む酢酸ナトリウム５０ｍＭ、ｐＨ４．２）に添加

して、３７℃で１８時間インキュベートした。ヘパリン（Ｓｉｇｍａ）を添加す

ることによって反応を停止した。この反応によって得られたＦＩＴＣ－ＨＳの産

物をゲルクロマトグラフィ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ）によって

分析した。

実施例５

ヘパラナーゼ－２特異的抗体の産生

  ＰＡＧＥ電気泳動（Ｌａｅｍｍｌｉ、１９７０）を使用して精製したヘパラナ

ーゼ－２を使用して、標準的方法で抗体を産生するためにウサギを免疫する。
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      【００９２】

  Ｈｅｐ－２から翻訳されたアミノ酸配列をＤＮＡＳｔａｒソフトウェア（ＤＮ

ＡＳｔａｒ  Ｉｎｃ）を使用して分析し、免疫原性の高い領域を決定した。合成

ペプチドを合成して（アミノ酸配列１５６～１６９（ＶＡＬＤＫ  ＱＫＧＣＫ  

ＩＡＱＨ）、２４９～２６２（ＡＳＫＫＹ  ＮＩＳＷＥ  ＬＧＮＥ）、５０５～

５１８（ＨＲＳＲＫ  ＫＩＫＬＡ  ＧＴＬＲ））、標準的方法によって抗体を作

製するために使用した。

      【００９３】

  このオリゴペプチドは長さが１５残基で、Ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒ

ドロキシスクシニミドエステル（ＭＢＳ、Ｐｉｅｒｃｅ）との反応によってスカ

シガイヘモシアニン（ＫＬＨ、Ｓｉｇｍａ）に結合させる。ウサギを完全フロイ

ドアジュバント内でオリゴペプチド－ＫＬＨ複合体で免疫する。たとえばニトロ

セルロースにペプチドを結合させ、１％ＢＳＡでブロックし、ウサギ抗血清と反

応させ、洗浄し、ヤギ抗ウサギ－ＨＲＰ（Ｂｉｏｒａｄ）と反応させて、得られ

た抗血清の抗ペプチド活性を試験する。組換え蛋白質または合成ペプチドで作製

した高い力価の免疫血清は、組換え蛋白質をモニターしたり定量したりするため

に、確立されたＥＬＩＳＡ技法およびウェスタンブロット技法に使用した。一般

に、所与の特異性の抗体を集めて、硫酸アンモニウムで沈殿させ、ＰＢＳに対し

て透析した。選択した血清をＰｉｅｒｃｅ製のビオチンのＮＨＳ－エステル誘導

体を使用してビオチン化した。ビオチン化は製造元に従って実施した。ポリクロ

ーナル抗体を作製し、特徴付けるために使用した抗原および免疫化学的技法は、

モノクローナル抗体特異性の産生のために使用する方法に容易に適用することが

できる。当業者なら、ハイブリドーマに基づいた技法または抗体ライブラリに基

づいた方法などの古典的な技法を自分の裁量で選択することができよう。

      【００９４】

  実施例６

  ヘパラナーゼ－２を評価する免疫アッセイ

  組換えヘパラナーゼ－２によって作製した特異的血清は、９６ウェルマイクロ

タイタープレート（Ｎｕｎｃ）をコーティングするために「捕捉抗体」として使
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用した。抗ヘパラナーゼ－２血清（２０μｇ／ｍｌ）１００ｍｌを使用してプレ

ートを一晩コーティングした。使用前に、プレートを３回ＰＢＳで洗浄し、非特

異的な結合を回避するためにＢＳＡ溶液（１％）で１時間インキュベートした。

過剰なブロッキング溶液を除去し、ヘパラナーゼ－２  １００μｌを系列希釈し

て添加し、１時間インキュベートした。検出用ビオチン化抗ヘパラナーゼ－２抗

体を適用する前にプレートを３回洗浄した。１時間後、ＯＤＢ－タブレット（Ｄ

ａｋｏ）などの基質とのストレプトアビジン－ＰＯＤ色反応を４９０ｎｍで決定

して、読取りを実施した。

    【配列表】
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    【図面の簡単な説明】

    【図１】

  定量的リアルタイム逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（Ｔａｑ－Ｍａｎ）を

使用した（ヘパラナーゼ－２）Ｈｅｐ－２のｉｎ  ｖｉｖｏ発現に関する図であ

る。

    【図２】

  様々な腫瘍組織でのＨｅｐ－２の発現に関する図である。

    【図３】

  ２９３ヒト腎繊維芽細胞におけるヘパラナーゼ－２（Ｈｅｐ－２）の発現に関

する抗Ｖ５－ＨＲＰ抗体を使用したウェスタンブロット分析の結果を示す図であ

る。レーン１（対照）、ｐｃＤＮＡ３／ＴＲＡＦ－Ｈｉｓで一時的にトランスフ

ェクトした２９３細胞の細胞溶解物；レーン２（β－ｇａｌ）、ｐｃＤＮＡ３．

１／ｌａｃＺ－Ｖ５－Ｈｉｓで一時的にトランスフェクトした２９３細胞の細胞

溶解物；レーン３（Ｈｅｐ－２）、ｐｃＤＮＡ３．１／Ｈｅｐ－２－Ｖ５－Ｈｉ

ｓで一時的にトランスフェクトした２９３細胞の細胞溶解物。
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【図１】

【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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